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Que es el FLT3? 


Receptor Tirosina-quinasa clase III 


Expresado en SC hematopoyeticas CD34+ y precursores de celulas 
dendriticas y NK, cerebro, cerebelo, placenta, higado, timo, nodulos 
linfaticos, gonadas 


Su ligando se encuentra ligado a la membrana o como forma soluble 

-> estimula las SC 


Rol importante en las etapas tempranas de la hematopoyesis para la 
sobrevida, proliferation y diferenciacion de las SC 
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ACTIVACION DE FLT3 
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FLT3: procesos regulatorios de las celulas hematopoyeticas: 

• Metabolismo de los fosfolipidos (PI3K) 

• Transcripcion 

• Proliferacion 

• Apoptosis 

• Estableciendo una conexion con la via RAS 

El receptor WT provoca la activation de senales de traduction a traves de: 


PI3K/AKT RAS/RAF/MEK JAK/STAT 


FLT3 



JM rojo 
A-loop azul 
ADP amarillo 


Inactive 



Active 









Alteraciones geneticas 



Rc. activado constitutive, 
independiente del ligando 


Proceso leucemogenesis 



30%LMA de novo 


Duplicaciones internas en Tandem (FLT3-ITD) 
Mutaciones puntuales 


Inhibidor multikinasa 
Midoustaurina 
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Autofosforilacion constitutiva del Rc FLT3 
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Duplicaciones internas en Tandem (FLT3-ITD) 


'2 


Region que codifica el dominio JM, determinada por la insercion c 
secuenc as repetidas de aminoacidos (3 a 400pb) en el exon 14 y : 

Inserciones multiplos de 3, siempre dentro del marco de lectura. 

La duplicacion conduce a una debil actividad autoinhibitoria del 
dominio yuxtamembrana, dando como resultado un cambio 
conformacional de un estado inactivo a uno cataliticamente active 
incluso en ausencia del ligando 


Mutaciones puntuales 


Sustitucion de aa en el bucle de activacion del TKD. 

Exon 20, en el codon del acido aspartico D835 y la isoleucina 1836, 
Otras mutaciones descriptas el codon 840 y 841. 

Las TKD interfieren con el efecto inhibidor del loop de activacion, 
porque bloquean el acceso al ATP. 

Llevan a una activacion constitutiva del receptor. 
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FLT3: Mutaciones 
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FLT3 testing technique 

Specificity for FLT3 mutants 

Sensitivity** 

Turnaround time 

Fluorescence-labeled polymerase 

Highly specific (>99%); detects mutations only within ampli¬ 

5% 

3 d 

chain reaction [50,51] 
Whole-genome sequencing [46,49] 

fied region 

Unbiased approach; detects FL73-ITD and other FLT3 mutants 

>20% 

7-12 d 

Whole-exome sequencing [46] 

Unbiased approach; detects FZT3-ITD and other FLT3 mutants 

>5% 

Not reported; faster than 

Multiplex-targeted next-generation 

Unbiased approach; 99-100% detection of FLT3 mutants 

1-2% 

whole-genome sequencing 
3-20 d 

sequencing [46-48] 

Karyogene [45] 

Highly specific (100%); samples are enriched for FLT3 exons 

>5% 

<14 d b 

FLT3: FMS-like tyrosine kinase 3; ITD: internal tandem duplication 
detection of mutant allele variants per fraction of total cells. 

b For samples run once weekly; turnaround time can be <10 d for samples run twice weekly. 




Leuk Lymphoma. 2017 Nov 22:1-14 








Electroforesis en gel de productos de PCR 
amplification de exon 14 y 15 del gen FLT3 


Normal 


Muestras de Pacientes 



] FLT3 ITD 
WT 
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Analysis of FLT3-activating mutations in 979 patients with acute 
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Carga alelica 


B 


Probability of relapse; FLT3-ITD. TKD. ITD+/TKD mut 

(patients £ 60 years, de novo AML, intermediate risk) 



‘ P= 0 006 


Probability of relapse ITD-ratio, 2 groups (A, B) 

(patients £ 60 years, de novo AML. intermediate risk) 



Probability of relapse ITD ratio. 3 groups (1,11, III) 

(patients £ 60 years, de novo AML. intermediate nsk) 
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Detection of FLT3 Internal Tandem Duplication and 
D835 Mutations by a Multiplex Polymerase Chain 
Reaction and Capillary Electrophoresis Assay 
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Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland 


Ficoll Hypaque 


PCR y digestion 

Mix Electroforesis capilar 


Analisis de fragmentos 


Separacion de celulas mononucleares 


Ficoll-Paque: density based cell separation 


peripheral blood 















Extraction del ADN 

• ADN total de la fraccion de celulas mononucleares separadas 

• Extraccion de ADN de buena calidad, salting out 

• Relacion 260/280 ~ 1,8 nanodrop 

• Diluir el ADN para que su CCf: 5-10 ng/ul 


5-10ng de ADN / reaccion 


Determination de FLT3 


Amplification: PCR, detection en gel 
GeneScan, detection del Ratio 

Factor pronostico 













Internal Size Standards: marcadores de PM para 

Electroforesis Capilar 

GS 500- ROX (35 bp- 500 bp) • GS 600- LYZ (20bp-600bp) 


El&ctropherogram of the GenoScan TM - 600 LI Z* Size Standard 
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Carga alelica 

Area del pico FLT3 mutado/Area del pico FLT3 wt 


• Carga alelica alta ) 0,5 

• Carga alelica baja <0,5 

• Carga alelica <0,05: wt 


Carga alelica 

Esta influenciado por: 

■ Cantidad de celulas malignas versus celulas no malignas. 

■ % Celulas con 0, 1, o 2 alelos mutados. 

Como la LMA es una enfermedad policlonal al diagnostico pueden existir distintas posibilidades: 

■ Celulas heterocigotas para la mutacion. 

■ Celulas que no poseean la mutacion. 

■ Celulas Bialelicas 


Celulas hemicigotas (perdida de un cromosoma 13 o delecion). 


Cargo alelica de FLT3 mut en LMA 
Allelic ratio - Signal ratio 

► Pronostico 

Cargo alelica alta > 0.50 — Riesgo alto 
Cargo alelica baja < 0.50 — Riesgo bajo 

Area del pico de alelos FLT3 mutados / Area del pico alelo FLT3 
normal 

Duplicados ( Europa realizan triplicados) 

Resultado cociente entre : I areas de las replicas de los picos 




Clones FLT3 mutados 


Especulacion teorica - 1 Mutacion Heterocigota 




100% celulas LMA mutadas 
Del totald de alelos FLT3 
. Alelos mutados 50% 

. Alelos Wt 50% 

CA= 1.0 









70% celulas LMA mutadas 
Del total de alelos FLT3: 

. Alelos mutados 35% 

. Alelos Wt 65% 

CA= 0.54 


I . 30% celulas LMA mutadas 

Del total de alelos FLT3: 

. Alelos mutados 15% 

. Alelos Wt 85% 

CA= 0.18 



10% cells LMA mutadas 
. Alelos mutados 5% 

. Alelos Wt 95% 

SR 0.052 



CA Rango lineal: 0.05 - 1.00 



Estrategias 


Amplificar ITD y TKD en la misma reaccion de PCR 
Electroforesis en gel 

Digestion Enzimatica de todos los productos 
Corrida electroforetica en un solo pocillo o tubo 


Amplificar por separado ITD de TKD 

Electroforesis en gel 

Digestion Enzimatica solo de TKD 

Corrida electroforetica de los productos por separado 

Utilizacion de Controles 


Muestra normal 

Control Positivo de ITD como TKD 
Blanco de Reaccion 



Informe 


Presencia o ausencia de mutacion 
Si hay presencia: ITD o TKD 
ITD: el tamafio no se informa 


Carga alelica sin estratificacion de riesgo 


Table 5. 2017 ELN risk stratification by genetics 


Risk category* 

Genetic abnormality 

Fa arable 

t(8;21 Xq22:q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

irrv(16)(p1 3.1q22) or t(16:16)(p13.1 :q22): C8FB-MYH11 

Mutated NPMl without FL73-ITD or with FL73-ITD tow t 

Biallolc mutated CEBPA 

Intermediate 

Mutated NPMl and FL T3ITD , * 9,, t 

Wild-type NPMl without FL 7*3-ITD or with FL 73 ITD^f (without 
adverse-risk genetic lesions) 
t(9;11 Xp21.3:q23.3); MLLT3-KMT2A% 

Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or adverse 

Adverse 

t(6;9)(p23;q34.1); DEKNUP214 
t(v:11q23.3): KMT2A rearranged 
t(9;22Xq34.1;q11.2); BCRABL1 

inv(3)(q21 3q26.2) or t(3;3)(q21 ,3;q26.2); GATA2.MECOM(EVI1) 
-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p) 

Complex karyotype.§ monosomal karyotypell 

Wild-type NPMl and FL 73-1 TD^f 

Mutated RUNXI^ 

Mutated ASXL1] 

Mutated TPS3* 


Frequencies, response rates, and outcome measures should be reported by risk 
category, and. if sufficient numbers are available, by specific genetic lesions 
indicated. 

‘Prognostic impact of a marker is treatment-dependent and may change with 
new therapies. 

tLow. low allelic ratio (<0.5); high, high allelic ratio (>0.5); semiquantitative 
assessment of FL 73-ITD allelic ratio (using DNA fragment analysis) is determined as 
ratio of the area under the curve ’FL 73-ITD* divided by area under the curve 'FLT3- 
wild type*; reoerrt studies indicate that AML with NPM1 mutation and FL 73-ITD low 
alelic ratio may also have a more favorable prognosis and patients should not 
routinely be assigned to alogeneic HCT. 57 ' 5 * 77 

tThe presence of t(9;11)(p21.3:q23.3) takes precedence o\rer rare, concurrent 
adverse-risk gene mutations. 


FLT3 ITD (-) / NPM1 (+) 

FLT3 ITD (+) Low AR / NPM1(+) 

FLT3 ITD (-) / NPMl (-) 

FLT3 ITD (+) Low AR / NPMl(-) 

FLT3ITD (+) High AR / NPMl (+) 
FLT3ITD (+) High AR / NPMl (-) 


Mutaciones de NPMl son beneficiosas 


AR: allelic ratio 








Impacto de Mutaciones del 


gen FLT3 y. de su Cargo Alelica 

FLT3 (+) . Midostaurin a la Qt 

Cargo alelica . Pronostico - Riesgo 

alta vs baja Mutaciones de NPM1 


Dohner H. et al. Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN recommendations from an international 
expert panel. Blood 2016: DOI: 






Metodo Thiede 


GENESCAN (Thiede et al. Blood 2002; 99:4326-35) 

1- Amplificacion por PCR de los exones 11 y 12 del gen FLT3 en donde recaen las 
duplicaciones parciales en tandem con primers marcados con fluorogenos (6-FAM) 

2- Analisis de fragmentos (Electroforesis Capilar) 


A.Normal 

330 pb 

A.Mutado 


j364pb 

1 1 ! 

iliJ ! I til 


3-Calculo de ratio ITD mutante/salvaje Area Mutado 23917/Area WT 28301 = 0.84 

Ratio > 0,5 ELN -> menor sobrevida global (SO) 

menor sobrevida libre de enfermedad (SLE) 


MUESTRA: SP o MO con EDTA 
(tubo de hemograma nuevo) 







Detection simultanea de FLT3-ITD y de la mutation 
D835 por PCR multiplex y EC (Murphy) 


5’_|™| FI [tki| |tk2| 3* 


o r 

Wild-type * 


y Multiplex ^ 

✓ PCR % 

Q _^ 
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330 bases ~ | 


IXO mutant 




330 twscs 


3.10 bases 
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^ digest 


80 bases 1 Wild-type 


^ 129 I 0835 mutant 

1 50 bases | Undigested 


ITD: 11F-FAM y 12R-HEX 



D835: M13F-TET y M13R-S/M 


Digestion con enzimas de restriccion EcoRV (lOU/ul) 



Analisis de fragmentos por Electroforesis Capilar 























FLT3-ITD: interpretation de los resultados 


Wild-type 




330 bases 


330 bases 


ITD mutant 




30 bases 


> 330 bases 


' 4 t> 


11F y 12R marcados para aumentar sensibilidad y especificidad 

Falso Positivo: ambos picos se deben ver en las 2 
fluorescencias 

Falso Negativo: Si debido a las ITD se creara un sitio de corte 
para la enzima 330pb (improbable pero .. .) 































FLT3 D835: interpretation de los resultados 


A 

13Fw marcados y Rv sin marcar 
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^ * **^ 


CU- 


^ /?c»RV digest 


80 bases 1 Wild-type 




129 bases D835 mutant 




150 bases 


Undigested 



SO 0 » 0 I5C IM 2'0 240 270 fU }» SH W3 *20 

TWO 

Jf/T: 80f 

ML 

:*j \i ; 

Jill 

D835:129pb 

.1 .. ! * 1ji£ 

il 1 

A il fl 




30 CO M 120 160 ISO 210 340 270 300 >30 NO MO 430 

i i i 


Digestion incompletas: 150pb 


1300 

3400 

4300 

WOO 

2700 

1800 
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Validation de la tecnica 
Murphy 

s 26 muestras de 23 pacientes LMA 

s 25 donantes sanos, no mutaciones (0/25) 

o15/26 WT para FLT-ITD y D835 (58%) 
o10/26 FLT3-ITD (38%) 
o1/26 (4%) FLT3 D835 

s FLT3-ITD tamano: 18-183 -> 5 confirmadas por Sanger 

s FLT3-D835: confirmada por Sanger 

s 100% concordancia PCR-multiplex y PCR simple 

s Umite menor de sensibilidad: poblacion 100% patologica 
(heterocigota para ITD o D835-> diluciones en DNA wt 

o 1:12 (10% celulas patologicas) y hasta 1:24 (5%) 
oResultado negativo: >3000 RFU solo un pico 
oResultado positivo: >o= 150 RFU (5%) en el pico patologico. 


Sensibilidad 


Caso 1: 

alta sensibilidad 



Corte/reamplificacion y EC 
Nota al medico: el bajo nivel de la 
mutacion se correlaciona con el 
bajo % de blastos que presenta el 
paciente. 


resolution 


Caso 2: 

buena resolucion 



Corte/reamplificacion y EC 
Las bandas resultaron mezcla 
entre 348/351 y wt/348/351 
Formacion de heteroduplex 
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FLT3-ITD: RATIO >1 


2014: protocoloThiede. ABI310 



RATIO: AREA BAJO CURVA MUT/ AREA BAJO CURVA WT 
: 78169/13138 = 5,94 




















FLT3-ITD: RATIO =1 


2019: protocolo Murphy- ABI3500 



r oj i 1=1 C3 SOI O 



RATIO: AREA BAJO CURVA MUT/ AREA BAJO CURVA WT 
:126121/126121=1 






















FLT3-ITD: RATIO < 0,5 

2019: protocolo Murphy- ABI3500 



RATIO: AREA BAJO CURVA MUT/ AREA BAJO CURVA WT 
: 25429/170100 = 0,15 


















2019: protocolo Murphy- ABI3500 


FLT3-TKD: WT 


Applied 

Biosystem 

e^-estn-iSi trxm* I t>— XI * .S 




















2019: protocolo Murphy- ABI3500 


FLT3-TKD: MUTADO 



















Discusion-Conclusiones 

S Metodo fiable y robusto para deteccion simultanea de ambas mutaciones: FLT3-ITD y D385 
S 36hs...48hs 

S Buena sensibilidad (10% de celulas patologicas, y hasta 5%) con optima resolucion 
S El uso de ambos primers marcados para FLT3-ITD aumenta la especificidad del ensayo 
S Ensayo recomendado para el diagnostico pero no para EMR 
S La determinacion del FLT3 Ratio estratifica riesgo de los pacientes con LMA 


• • 


. y HOY amplia las opciones terapeuticas disponibles. 




FLT3-ITD: factor pronostico 



405 


ITD MUTADAS 



N 

% 



25 

TAMANO ITD 

Promedio 

51 


Rango 

12-108 

RATIO 

Promedio 

1 


Rango 

13-0,1 


CONCOMITANCIA CON NPM1 30% 



Muestras totales: 

(LMA c/EDTA y disponibilidad de celulas) 

Muestras analizadas: 221 


25% MUTADOS ITD 










































Diagnostico hematologico 







FLT3 

















Algoritmo de trabajo 


Dfa 0: LMA 



Av } 


-^Muestra con EDTA 



Dfa 1: Llega al laboratorio ^ Extraction DNA 


Dfa 2: PCR y digestion, 

Dfa 3: EC e interpretation 



36 hs proceso... 
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Figure 1. FLT3 Testing During CALGB 10603/RATIFY 7 9 
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(before FIAT IF Y) 


Identical 
protocols at 
all labs 


FLT3 testing 
workflow 


FLT3 testing 
protocol 1-3 


t 


CVQC 


prevalidation 

procedures 


8 rounds of 
cross-val i dati on 
with 25 blinded 
samples 


Results analyzed 
by central data 
research manager 


Labs with acceptable 
performance proceed 


Obtain BM or 
PB samples 


Send sample to 
1 of 9 central labs 


BM or PB 
samples 


Ficoll \ DNA 
purification / preparation 


FLT3 testing of BM or PB 
samples in triplicate 


PCR followed by CE 
ITD: FLT3 exon 14/15 
TKD: FLT3 exon 20 + 
EcoRV digestion 


Interpret and 
report results 


r 

l 


Result: 
signal ratio 


Performed 
every 6 
months 


1 


25 of 50 blinded test 
samples analyzed 
per round 


Tested in 
triplicate 


CVQC was 

repeated to study overall 
accuracy 




BM, bone marrow; CVQC, cross-validation quality control; PB, peripheral blood. 
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